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Vliv typu Fedidla na kvalitu insemina¢ni davky
Souhrn

Vyuziti reprodukcnich biotechnologii, jako je uméla inseminace a kryokonzervace
insemina¢nich davek, hraje dulezitou roli v uchovani genovych zdroji a zachovani diverzity.
Umoznuji dlouhodobé uchovani genetického materialu, coz predchazi ztrat€é cennych zdroja.
Mezi tyto zdroje v Ceské republice patii Cesk4 zlata kropenata slepice.

Pro uchovani inseminacnich davek tohoto plemene byla porovnéavana tfi komercni
fedidla, ktera jsou bézné pouzivana pro kratkodobou konzervaci dribeziho spermatu - Poultry
Media®, NeXcell® a Raptac®. Ty byly nasledné doplnény o penetrujici kryoprotektivum
N - methylacetamid o koncentraci 9 %. Inseminacni davky byly ziskany ze smésného vzorku
ejakulati odebranych kohoutim (n=4) stejného véku chovanych ve stejnych podminkach
v Demonstraéni a pokusné staji Ceské zemé&délské univerzity v Praze.

Pfed mrazenim a po rozmrazeni byly pomoci CASA iSperm (Aidmics Biotechnology
Co., Ltd, Taipei, Thaiwan) hodnoceny parametry celkové motility spermii v doporuceném
poméru fedéni. Zivotachopnost (PMI), poskozeni plazmatické membrany (PMD) a poskozeni
akrozomu (ACRD) po rozmrazeni bylo hodnoceno pomoci prutokového cytometru (Novocyte
3000%, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA).

Nejlepsich vysledki celkové motility po rozmrazeni bylo dosazeno na hladiné
vyznamnosti p <0,0001 pii pouziti fedidla PoultryMedia® a naopak nejhorsich pfi pouziti
fedidla NeXcell® (p <0,05).

PMI po rozmrazeni byla na hladiné vyznamnosti p <0,0001 nejvyssi u fedidla
PoultryMedia®™ a Raptac®, nejniz§i zivotaschopnost byla zjisténa pii pouziti fedidla NeXcell®.
Nejnizsi procentudlni zastoupeni bunék s PMD bylo sledovano na hladiné vyznamnosti
p <0,0001 u fedidla Raptac®, nejvyssi bylo pozorovano u fedidla NeXcell®. Nejvice bungk
s ACRD bylo zjisténo na hlading vyznamnosti p <0,0001 u fedidla PoultryMedia® a nejméné
pfi pouziti fedidla NeXcell®.

Jako optimalni fedidlo pro kryokonzervaci kohoutiho spermatu plemene Ceska zlata
kropenata bylo vyhodnoceno PoultryMedia® a Raptac®. Je tfeba brat v Givahu i dalsi faktory
jako je individualita jedince, odbérovy den a rychlost mrazeni a rozmrazeni. Vyuziti
komerc¢nich tedidel doplnénych o kryoprotektivum lze doporucit a je vhodné pokracovat

v dalSich studiich.

Klic¢ova slova: kryokonzervace, fedidla, ejakulat, genové zdroje, glycerol



Effect of diluent type on the quality of the insemination

dose

Summary

The wuse of reproductive biotechnologies, such as artificial insemination
and cryopreservation of insemination doses, plays an important role in conserving genetic
resources and maintaining diversity. They enable the long-term preservation of genetic
material, which prevents the loss of valuable resources. Among these sources in the Czech
Republic is the Czech golden speckled hen.

Three commercial diluents that are commonly used for short-term preservation
of poultry sperm - Poultry Media®, NeXcell® and Raptac® - were compared to preserve
the insemination doses of this breed. These were subsequently supplemented
with the penetrating cryoprotectant N-methylacetamide at a concentration of 9 %. Insemination
doses were obtained from a mixed sample of ejaculates taken from roosters (n=4) of the same
age kept under the same conditions in the Demonstration and Experimental Stable of the Czech
University of Life Sciences in Prague.

Before freezing and after thawing, total sperm motility parameters were evaluated using
CASA iSperm (Aidmics Biotechnology Co., Ltd, Taipei, Thailand) at the recommended
dilution ratio. Viability (PMI), plasmatic membrane damage (PMD) and acrosome damage
(ACRD) after thawing were assessed using a flow cytometer (Novocyte 3000%, Acea
Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA).

The best results of total motility after thawing were achieved at the significance level
of p <0.0001 when using PoultryMedia® diluent and the worst when using NeXcell® diluent
(p <0.095).

PMI after thawing was highest at the p <0.0001 level of significance
with PoultryMedia® and Raptac™ diluent, the lowest viability was found using NeXcell®
diluent. The lowest percentage of cells with PMD was observed at the significance level
of p <0.0001 with Raptac® diluent, the highest was observed with NeXcell® diluent. The most
cells with ACRD were found at the p <0.0001 significance level with PoultryMedia® diluent
and the least with NeXcell® diluent.

PoultryMedia® and Raptac® were evaluated as optimal diluents for cryopreservation of Czech
golden speckled rooster semen. Other factors such as the individuality of the individual, the day

of collection and the speed of freezing and thawing must also be taken into account. The use



of commercial diluents supplemented with a cryoprotectant can be recommended and further

studies should be continued.

Keywords: cryopreservation, diluents, ejaculate, gene reserve, glycerol
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1 Uvod

Genové zdroje predstavuji dilezity nastroj pro udrzeni genetické rozmanitosti
a odolnosti chovnych populaci. Jejich vyuzivani je klicové pro zachovani vitality biologickych
druht a adaptaci na zménéné podminky prostiedi. Do genovych zdrojii je v Ceské republice
zafazeno i plemeno slepic Ceska zlata kropenata, které se na naem Gzemi chova jiZ po staleti
(Anderle et al. 2014; Kraus et al. 2022).

Reprodukéni biotechnologie, mezi néz je fazena uméla inseminace, predstavuji klicovy
a efektivni nastroj v modernich chovech zvifat. Tato technika pfekonava biologické bariéry
spojené s piirozenym parenim. Pro dosazeni kvalitnich inseminacnich davek je zasadni pouziti
vhodného fedidla, které optimalizuje Zivotaschopnost spermatu béhem skladovani. U ptaku je
vSak zasadnim problémem skute¢nost, ze na rozdil od savcl, nemaji schopnost kryokonzervace
oocytu. Toto biologické omezeni zduraziiuje vyznam uchovavani kvalitniho spermatu u ptaka
jako klicového zdroje genetické informace pro budouci generace (Zong 2023).

U mnoha druht zvifat jsou na trhu k dispozici standardizovana fedidla urCena k mrazeni
inseminacnich davek. V pfipadé spermii kohoutli, ktefi maji jedinecné biologické vlastnosti
a pozadavky na kryokonzervaci, v soucasné dob¢ neexistuje standardizované fedidlo, které by
plné vyhovovalo témto potiebam. Tato skuteCnost zdiraziuje dalezitost vyzkumu a vyvoje
novych fedidel specificky urCenych pro kryokonzervaci kohoutiho spermatu tak, aby bylo
zajisténo optimalni zachovani a uc€innost spermatu pro inseminaci (Roiter & Konopleva 2019).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bude porovnat vliv riznych typu fedidel na kvalitu inseminacni davky.
Hypotéza: Lze predpokladat, ze ptidavek riznych modifikovanych fedidel pro kryokonzervaci
pohlavnich bun€k pozitivné ovlivni motilitu a viabilitu spermii v inseminacnich déavkach
po rozmrazeni.
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3 Literarni reSerse
3.1 Charakteristika a vyznam umélé inseminace

Stale rostouci svétova populace klade vysoké pozadavky na zlepSeni urovné zivoc¢isné
vyroby. Reprodukce je jednim z hlavnich faktord, ktery ovliviluje celkovou efektivnost
a ziskovost chovi. Dobra troven reprodukéni schopnosti a plodnosti je klicova z hlediska
ekonomiky chovu. Snahou kazdého chovatele je ziskat stale lepsi a vykonnéjsi jedince pro dalsi
chov. Pozornost je vénovana nejen uzitkovym vlastnostem, ale také nizko dédicnym znakim
jako je zdravi a plodnost (Rakova 2020). Zejména mlékarensky primysl ma dlouhou historii
testovacich systému pro potomstvo k identifikaci elitnich bykt a k naslednému Sifeni téchto
gentl v komercnich mlécnych stadech (Vishawanath 2003).

Tyto snahy mohou byt znacné usnadnény diky reprodukénim biotechnologiim. Nejstarsi
biotechnologickou metodou je inseminace. Jeji pocatky sahaji do 18. stoleti. Vyuziti umélého
oplodnéni zacalo v poloviné 20. stoleti zpocatku pfi reprodukci skotu a ovci a v zemich, kde
byl nutny rychly narast zivociSnych produktd pro zajisténi potravinové zasoby obyvatelstva.
Jiz od svych pocatki je inseminace zakladni technologii a nepostradatelnym pomocnikem pro
vSechny moderni metody v oblasti chovu zvifat (Wiebke et al. 2021). U hospodatskych zvirat
je praktikovana po celém svété a stale vice se pouziva u domécich zvifat a u volné Zzijicich
zivocichu. Dale je zakladem pro dalsi biotechnologie od prenosu embryi po klonovani (Aurich
2012).

Umela inseminace muze zlep$it plodnost a zaroven snizit poCet samct na farmach,
zajistit oplodnéni vétsiho poctu samic od mensiho poctu samci skvalitnim spermatem
(Muvhali et al. 2022). Je to nastroj, ktery pii spravném pouziti umozni maximalni reprodukéni
ucinnost a zvy$i geneticky zisk.

Limitujicimi faktory inseminace jsou:
e denni produkce spermii, jejich pocet a kvalita,
e procento progresivné pohyblivych a morfologicky normalnich spermii,
e manipulace se semenem,
e plodnost samic,
e kompetence inseminacniho technika,
e misto ukladani spermatu,
e nacasovani inseminace,
e celkovy management farmy.

Bez ohledu na to, kolik faktorli ovliviluje plodnost, mezi témito faktory existuji
interakce (Pickett & Shiner 1994; Diskins 2019).

Pii pafeni zvifat je uvoliovano do pohlavnich organt samice velké (nadbytecné)
mnozstvi spermii (skot 4—14 miliard), k realizaci procesu oplozeni vajicka staci daleko mensi
pocet (u kravy je potfebné mnozstvi 10 miliona aktivnich spermii), vlastni oplozeni vajicka
provede, jedind spermie. Je tedy mozno zvysit vyuziti ejakulatu fedénim. Vysoké vyuziti
plemenika pomoci inseminace doklada piipad byka z Danska, od kterého bylo ziskano pomoci
inseminace vice jak 100 000 telat. Tento zpusob fizeni reprodukce v chovu zvySuje plodnost
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stad, zlepSuje populace po genetické strance a podporuje rozvoj plemenarskych programdu.
Umoznuje uchovavani semene i desitky roka a prepravu na libovolné vzdalenosti. Pfi této
metod¢ jsou spermie samce umeéle prenasené do pohlavniho ustroji samic, kde maji oplodnit
pfirozené uvolnéné vajicko béhem piirozené fije nebo béhem fije umele indukované pomoci
hormonalnich preparatti (Rakova 2020).

Cilem inseminace je zajistit, aby v dobé ovulace existoval dostateCny rezervoar
motilnich a kapacitovanych spermii v kaudalni oblasti vejcovodu, aby byla zaji§téna nejvyssi
mozné pravdépodobnost oplodnéni (Diskins 2019).

3.2 Ejakulat

Ejakulat je zasadni pro uspésnou reprodukci u pohlavné se rozmnozujicich zvifat: samci
ziskavaji veSkerou svou fitness prostiednictvim ejakulatu a samice potiebuji ejakulat
k rozmnozovani. Spermie i nespermiové slozky ejakulatu hraji zasadni roli v postkopulacnim
sexualnim vybéru a v procesech, které mohou potencionaln€ zpusobit rychlé evolucni zmény
(Perry et al. 2013).

3.2.1 Slozeni

Samci ejakulat obsahuje mnohem vice nez jen spermie. Slozky spermatu mohou
zahrnovat proteiny nebo peptidy semenné plazmy, soli a cukry, obranné slouceniny, lipidy
a vodu. Nespermatické slozky ejakulatu plni mnoho funkci. Casto jsou nezbytné pro plodnost
a reguluji dobu skladovani a vyuziti spermii (Perry et al. 2013).

Ejakulat se sklada ze spermii suspendovanych ve fluidnim médiu zvaném semenna
plazma. Semenna plazma je komplexni tekuta Cast a zprostiedkovava chemickou funkci
ejakulatu. Jeji pH se 1isi podle druhu. Biochemické slozky seminalni plazmy jsou vylucovany
z retetestes, epididymis a pridatnych pohlavnich z14z samciho reprodukcniho traktu. Pfidatné
pohlavni zlazy prispivaji k objemu ejakulatu a sekrece semennych vacka tvorfi hlavni Cast
semenné plazmy pfi ejakulaci. Konvencni role semenné plazmy je jako médium pro preziti,
které usnadiiuje transport spermii. Tento ndzor byl v rozporu s nastupem reprodukénich
technologii, pomoci kterych je mozné oplodnit vajicka vymytymi spermiemi a produkovat
zivotaschopnd embrya, coz ma za nasledek zivé potomstvo bez wvystaveni samiciho
reprodukéniho traktu semenné plazmé (Juyena & Stelletta 2012).

Bylo popsano, ze semenna plazma obsahuje faktory, které podporuji aktivitu spermii,
jako je pohyblivost a zivotaschopnost, a které usnadiiuji kapacitaci. Je vSak také znamo,
ze semenna plazma obsahuje faktory, které jsou Skodlivé pro oplozenischopnost, napiiklad
dekapacitaéni faktor a faktor inhibujici motilitu. Semenna plazma je navic Skodliva
pro skladovani spermii, protoze obsahuje faktory, které negativné ovliviiuji zivotaschopnost
spermii. Faktory odpovédné za tyto cCinnosti vSak nebyly presné charakterizovany
(Manjunath 2012).

Na druhé strané bylo také pozorovano, ze pouziti konzervovaného spermatu pro umélou
inseminaci u druhG hospodarskych zvifat, které Casto zahrnuje rozsahlé fedéni nebo
odstrafiovani semenné plazmy, ma za nasledek nizsi miru plodnosti nez pfi pfirozeném péaten.
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Tyto dikazy naznacuji, ze slozky semenné plazmy se ucastni klicovych udalosti souvisejicich
s oplodnénim a vyvojem embrya v zenském reproduk¢nim traktu (Juyena & Stelletta 2012).

Spermie jsou tedy produkované ve varlatech a v piipadé€ ptacich druht je ve varlatech
produkovana i semenna plazma. VSechny tyto sekrece jsou fizeny endokrinnimi hormony —
FSH (folikulo-stimula¢ni hormon) a LH (luteiniza¢ni hormon) z hypofyzy, které regulyji
varlata, které nasledné produkuji testosteron, ktery fidi vyvoj varlat a jejich sekreci
(Getachew 2016). Pocet produkovanych spermii zavisi na poctu ptritomnych Sertoliho bunék
a Leydigovych bunék (Getachew 2016). U byka se prumérny objem ejakulatu pohybuje
od 5 do 8 ml, u driibeze je to v rozsahu od 0,1 do 1,5 ml (JanoSikova et al. 2023).

3.2.2 Ejakulit ptaka

Spermie jsou buriky nesouci haploidni jaderny genom a jejich primarni tlohou je dostat
se k oocytu a zapojit se do oplodnéni, poskytnout svou DNA a aktivovat oocyt. U druht
s vn¢j§im oplozenim prodélaji spermie n€kolik procest jejichz cilem je prekonat bariéry
v sami¢im reprodukcnim traktu a dosahnout oocytu (Roldan & Taves 2020). Leeuwenhoek byl
prvni, kdo v roce 1679 komentoval rozdily ve vzhledu spermii z riznych taxont. Pozdé&ji v 19.
stoleti némecky zoolog Rudolf Wagner poznamenal, ze spermie se mezi taxony vyrazné lisi,
vCetné rozdili mezi spermiemi pévci a nepévcu a mezi ptaky, savci, zabami, rybami,
jestérkami, hmyzem a mékkysi (Birkhead & Montgomerie 2009). V zivoc€isné fisi tedy existuje
velka rozmanitost, pokud jde o zpusob, jakym se spermie chovaji a prochazeji t€émito procesy
(Roldan & Taves 2020).

Mezi ejakulaty savct a ptaka existuji podstatné rozdily ve sloZeni i ve tvaru samotnych
spermii. Na rozdil od spermii savci maji ptaci spermie malo cytoplazmatickych antioxidantt
a jejich membrany jsou bohaté na polynenasycené mastné kyseliny. Diky témto vlastnostem
jsou spermie ptaki vice nachylné k oxidacnimu stresu, coz vede ke ztrat€é pohyblivosti,
poskozeni DNA spermii a nasledné ke snizené plodnosti (Ledo et al. 2021).

Ptaci spermie jsou tenké a dlouhé buriky slozené z hlavicky (akrozomu a jadra), stfedni
Casti a biciku. Jak je patrné z obrazku 1, ptaci maji dva druhy spermii. Jednoduchy typ
se vyskytuje u domaci drubeze a vétSiny druht ptakt a je podobny anatomickému uspotadani
spermii savci. Komplexni typ se nachazi u pévct. Vsechny spermie ptaka vykazuji akrozom,
hlavu a ocas. Akrozom je maly a obsahuje akrozomovy vezikul, ktery tvofi rezervoar vapniku
a obsahuje hydrolytické enzymy. Jadro je vysoce kondenzované pro optimalni ochranu gent
behem pohybu spermii. Stfedni ¢ast se sklada z proximalniho a distalniho centriolu pro potiebu
motility a z mitochondridlniho pouzdra, které pfispiva k energetickému metabolismu.
Pro kli¢ové procesy, jako je dosazeni kapacitace a zahajeni oplodnéni, je nutnd pohyblivost
spermii. Mitochondrie jsou také ptitomny v Casti biciku nékterych druht, jako jsou kiepelky.
Pocet mitochondrii spermii se velmi lisi podle druhu: primérné 30 um u slepice a krty,
1000 um u ktepelek. Bicik je nejdelsi casti spermatu (70-90 u um slepice, 140 um u nekterych
ktepelek). Spermie ptaki jsou stihlejsi vzhledem i objemem, ¢imz se snizuje objem ejakulatu
ve srovnani s objemem savcli. Jednoduchy typ spermii je velmi §tihly a dlouhy, pfiblizné
o jednu tretinu delsi nez lidsky. Akrozom u jednoduchého typu se piipojuje pouze na kranialni
cast hlavicky, na rozdil od savcl, u kterych pokryva vétsinu hlavicky. Komplexni typ ma
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akrozom, hlavu i ocas uspotfadany do spirdly. Tyto spermie rychle rotuji podél podélné osy
spiraly jako vyvrtka, na rozdil od zvinéné formy jednoduchého typu (Pollock & Orosz 2002;
Blesbois 2018).

B

Obrazek 1 - Typy spermii u ptakii (A - komplexni spermie pévcii, B - jednoduchy typ spermie nachdzejici
se u vétsiny ptaku) (Pollock& Orosz 2002).

Koncentrace spermii v ejakulatech ptaka je typicky druhové specificka. U domacich
druhtl jsou primérmé hodnoty v milionech na mikrolitr: 2,5-5,5 u kura domaciho, pekingskych
kacerti a perlicek; 6-10 u krocand, zatimco u nedomacich druhd je sperma mnohem méné
koncentrované. Pro dosazeni vysoké plodnosti je koncentrace spermii dilezitym parametrem
pro domaci i divoké druhy ptakt (Barna et al. 2020).

U vétSiny druha savcd spermie dozravaji ve varlatech a nadvarlatech. U ptakt vSak
dochazi ke kone¢nému dozravani az ve vas deferens (Janosikova et al. 2023).

3.2.3 Morfologické zmény, poskozeni spermii, ROS

Aby bylo dosazeno uspeésného oplodnéni, musi byt spermie progresivné pohyblivé,
schopné produkovat energii ve formé ATP pro bunécné procesy, udrzovat plazmatickou
membranu a akrozomalni integritu a zachovani enzymua nezbytnych pro penetraci oocytd
(Layek et al. 2016).

V ejakulatu neni neobvykly vyskyt fyziologicky nebo anatomicky abnormalnich
spermii. Nékteré spermie se mohou pohybovat v nepravidelnych vzorcich pohybu, byt jen slabé
pohyblivé nebo se nemusi pohybovat viibec. Bézné jsou i akrozomalni ¢i ocasni vady, stejné
jako malé nebo piili§ velké hlavicky. Dokonce se vyskytuji 1 spermie, které postradaji hlavu
nebo ocas. Nekteré z té€chto variaci jsou jednoduSe disledkem nezralych nebo starnoucich
spermii objevujicich se v ejakulatu (Pitnick et al. 2009; Chenoweth & Lorton 2014) viz obr. 2.
Morfologické abnormality tvaru spermii mohou mit pfimy vliv na oplodnéni s rizikem nizkého
bfezosti (Ilhan & Serbes 2022). Normalni morfologie je jisté v pozitivni korelaci s tispéSnou
fertilitou. Vyssi Uroven abnormalnich a nezralych spermii lze obvykle nalézt v ejakulatech
v ranych fazi obdobi rozmnozovani jedince (Barna et al. 2020). In vitro hodnoceni
morfologickych defektl spermii spermatu kohouta zahrnuje; ohnuti krku (ohnuti stfedni casti),
poskozeni stiedni ¢asti, poSkozeni akrozomu (ohnuti, otok, zauzlovani nebo zaobleni), celkové
otoky hlavy a defekty ocasu (Gatachew 2016).
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Obrazek 2 Morfologické poSkozeni spermii spojené s akrozomem (a-c), hlavou (d-i), stFedni cdsti (j-0)
a ocasem (p-t) krutich spermii (Animal Andrology, Chenoweth & Lorton 2014).

Citlivost spermii na oxidacni stres b€hem kryokonzervace je zptuisobena tvorbou velkého
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) béhem zpracovani. ROS jsou normalni vedlejsi
produkty bunééného metabolismu a v relativné malém mnozstvi hraji kliCovou roli ve funkcich
spermii, jako je kapacitace, akrozomova reakce a vazba na zona pellucida (Kameni et al. 2021).
Nizké teploty béhem konzervace podporuji zmény v konfiguraci fosfolipidové vrstvy
membran, ¢imz se stavaji tuhymi a kiehkymi (Ledo et al. 2021). Membrany spermii jsou
slozeny z heterogenni smési fosfolipidu, glykolipidu a sterolti. Predpoklada se, ze lipidy spermii
jsou dulezité pro zivotaschopnost, zralost, motilitu a fertilizani schopnost spermii. Obvykle
se predpoklada, ze lipidy v plazmatické membrané spolu s lipidy asociovanymi
v akrozomalnich membranach jsou hlavnimi cili atoku reaktivniho kysliku. Rozsah poskozeni
membrany mize zahrnovat zmény v organizaci lipidd, fluidité, permeabilite, lipidovém slozeni
membranové dvojvrstvy a celkové naruseni membrany (Tavilani 2008). Nejbezprostiedné)Simi
disledky  jsou zvySena  propustnost membran nasledovana  ztratou  motility
a oplozenischopnosti. Peroxida¢ni poskozeni plazmatické membrany a DNA spermii je
povazovano za dulezity patologicky mechanismus sam¢i neplodnosti (Abavisani et al. 2013)

Tyto strukturalni zmény v membrané podporuji ptisobeni ROS v methylenové skupiné
fosfolipidi, coz zpusobuje oxidaci lipidi. Kromé toho vysoké hladiny ROS také ohrozuji funkci
mitochondrii, coz nasledné snizuje produkci ATP. Proto je prevence peroxidace lipida
v membrané spermii zasadni, aby se minimalizovaly Skodlivé u¢inky béhem chlazeni nebo
zmrazovani nebo se jim uplné zabranilo (Ledo et al. 2021).

3.2.4 Hodnoceni ejakulatu

Hodnoceni spermatu je rutinni postup v reprodukénim managementu domacich zvifat.
Je soucasti hodnoceni zdravého chovu, které zahrnuje systematické fyzické vysetieni samce
se zaméfenim na identifikaci jedincd s potencialnimi problémy s plodnosti. Analyza spermatu
ma za cil pfedpovédét fertilizacni potencial Cerstvého ejakulatu nebo davky spermatu a ma
klicovy vyznam pro uspéch jakéhokoli Slechtitel ského programu (Bustamante-Filho et al. 2022;
Wysokinska et al. 2023).
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Hodnoceni spermii se provadi za ucelem odhadu koncentrace a hodnoceni procenta
pohyblivych bunék, morfologie, integrity organel a integrity DNA. Cilem je laboratorné
vyhodnotit schopnost spermii podstoupit fadu zmén nutnych pro oplodnéni
(Roldan & Gomendio 2009).

3.2.4.1 CASA

Po ejakulaci je dulezité vizualni vySetfeni Cerstvé odebraného spermatu. Odebrané
sperma by mélo byt Cisté, perletové bilé a ve vétsiné pripadu viskozni. Vodnaté sperma
a sperma kontaminované krvi, vykaly ¢i jinymi nelistotami by se nemélo pouzivat
k naslednému zpracovani a inseminaci (Barna et al. 2020).

Systém CASA (Computer Assisted Sperm Analysis — analyza spermii podporovana
pocitaCem) promita postupné obrazy suspenze spermii na pole detektort, detekuje objekty
na zakladé intenzity pixeld vramecku nebo rozptylu svétla, pouziva specialni software
k extrakci pozadovanych informaci a vytvoreni pozadovaného vystupu (Amann & Waberski
2014).

CASA poskytuje parametry motility-progresivni motilita (%), celkova motilita (%),
a kinematické charakteristiky pro hodnoceni spermii, jako je rychlost ¢i linearita (Ugur et al.
2019).

Narust pouzivani CASA pro hodnoceni kinetiky a morfologie spermii pfinesl mnoho
vyhod a vyznamné snizil provozni chyby. CASA ma vS§ak stale omezeni, pokud jde o pfesnou
predpoved ,,potencialu plodnosti® daného vzorku spermatu nebo subjektu. Po peclivé validaci
poskytuji systémy CASA cenné informace pro zajisténi kvality komercializovaného spermatu
a pro pochopeni rozmanitosti reakci spermii na zmény v mikroprostiedi. Jiné metody, jako je
prutokova cytometrie, jsou slibnymi pfistupy pro analyzu spermatu, ale aplikace v terénu
a v komerc¢nich stadech jsou omezené (Bustamante-Filho et al. 2022).

3.2.4.2 Pratokova cytometrie

Prutokova cytometrie je vykonny nastroj pro analyzu bunék, ktery umoziiuje
morfologické charakterizace, jako je mimo jiné velikost bun¢k, granulace, obsah DNA nebo
RNA, pocitani bunék a stanoveni zivotaschopnosti. Nekteré pristroje jsou také schopny oddélit
bunééné populace v procesu zvaném bunécné tfidéni (Bajgelman 2019). Prutokovy cytometr
tfidi zivé a mrtvé buriky po barveni fluorescencnimi barvivy SYBR-14 a propidium jodidem.
SYBR-14 oznacuje zivé spermie zelenou fluorescenci a propidium jodid oznacuje mrtvé
spermie cervenou fluorescenci (Barna 2020).

Princip fungovani cytometru spociva v tom, ze butiky prochazeji soustiedénym
svételnym zdrojem v kapilate. Fotodetektory zachycuji signaly, které umoziuji vyhodnotit
velikost bunék, granularitu a expresi molekularnich cili. Tyto signaly z jednotlivych bunék jsou
zpracovavany a analyzovany graficky, napiiklad jako histogramy nebo bodové grafy, k
identifikaci a kvantifikaci bunécnych populaci nebo dokonce k posouzeni exprese cilového
genu (Bajgelman 2019).

K dispozici jsou dva typy systému prutokové cytometrie. Jeden z nich ma tridici
schopnost (fluorescen¢né aktivovana prutokova cytometrie — FACS) umoziiuje fyzickou
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separaci a purifikaci bun€k. Druhy je netfidéni, ktery méfi fluorescenCni emisi vysoce
opakovatelnym, pfesnym a citlivym zpisobem a generuje vysoce piesna data o subpopulacich
spermii (Ugur et al. 2019).

3.3 Konzervace ejakuliatu

Konzervace spermatu je problémem, kterému cCeli chovatelé hospodarskych zvirat
od doby, kdy se zacalo poprvé uvazovat o umelé inseminaci. S rozvojem rozsahlych programt
chovu hospodarskych zvitat ve 20. stoleti, potfeba transportu spermatu z mista odbéru na misto
inseminace a nutnost pfipoustét velké mnozstvi samic po delsi dobu nebo v riznych obdobi
roku, bylo vyzadovano konzervovat sperma v umeélych podminkach. Toho lze dosédhnout
metodami, které snizuji nebo zastavuji metabolismus spermii a tim prodlouzit jejich plodny
zivot (Maxwell & Salamon 1993).

Spermie jsou morfologicky a fyziologicky jedinecné, diferencované a polarizované
bunky, které maji integralni funkci prenosu otcovské DNA a aktivaci oocytu po oplodnéni.
Ve spermiich vSak existuje mnoho druhové specifickych rozdili, zejména pokud jde
o morfologii hlavicky spermii, specifické kinematické parametry, slozeni plazmatické
membrany nebo mrazici kapacitu. Hlavni vysvétleni téchto rozdili spoCiva v piitomnosti
specifickych, vysoce diferencovanych, reprodukcnich funkci mezi druhy. Tyto jedinecné
druhové funkce, jako je naptiklad zachovani zivotaschopnosti spermii uvnitf samiciho
genitalniho traktu, se mohou lisit, od n€kolika hodin (u skotu) do nékolika dnt (u dribeze)
(Partyka & Nizanski 2022).

3.3.1 Kratkodoba konzervace

V prvni polovingé dvacatého stoleti bylo publikovano mnoho zprav o fedéni spermatu
hospodarskych zvifat a velka Cast téchto praci pochdzela z byvalého Sovétského svazu.
Pfijatym principem technologie kratkodobé konzervace spermatu bylo udrzet spermie
zivotaschopné po dlouhou dobu. Aby bylo sperma pouzitelné pro inseminaci, musela byt jeho
minimalni doba skladovéani 2 az 4 dny, aby bylo mozné zajistit jeho prepravu a pouziti na
vzdalenych farmach. To si vynutilo vyvoj techniky skladovani spermatu sestavajici ze snizeni
teploty spermatu na 5 °C, coz vedlo ke snizeni rychlosti metabolismu spermii a pfispélo k jejich
lepsi zivotaschopnosti (Kowalczyk et al. 2020).

3.3.1.1 Redidla spermatu

Ejakulat vétSiny domécich zvirat obsahuje vice spermii, nez je potieba pro dosazeni
bfezosti. Nafedénim ejakulatu je mozno =ziskat mnohem vice inseminaCnich davek
a potenciolané oplodnit vice samic. U druht, jako je pes a kun, je cela frakce ejakulatu bohata
na spermie zfedéna a zchlazena, poté pouzita bud’ k postupnym inseminacim téze samice béhem
jejiho prodlouzeného obdobi fije nebo po ruznych stanovenich plodného obdobi.
U hospodaiskych druhti zvitat se ejakulat obecné fedi, takze muze byt pouzit k inseminaci
mnoha samic. V kazdém ptipadée je maximalni stuperi fedéni uren z minimalniho poctu spermii
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a objemu ejakulatu, ktery je nutny k dosazeni piijatelné miry biezosti. Tyto faktory samy o sobé
jsou urCeny mistem inseminace, prezitim spermii v fedidle a specifitou jednotlivych druhi a
samcu. Obecné plati, ze tam, kde lze dosahnout intrauterinni inseminace, jsou minimalni pocty
spermii o jeden nebo dva fady niz§i nez u intracervikalni inseminace, ktera je sama o sobé& o
jeden nebo dva fady nizsi nez u intravaginalni inseminace (Noakes et al. 2001).

Chladici a mrazici postupy maji za nasledek fadu fyzikéalnich zmén ve vnéjsSim prostiedi
bunécné suspenze (jako naptfiklad pohyb vody a rozpusténych latek). U zmrazenych
arozmrazenych ejakulati dochazi k vyznamnému poklesu motility, zivotaschopnosti
a progresivniho pohybu v sami¢im reprodukcénim traktu, coz zpusobuje snizeni plodnosti.
Takto snizend plodnost pravdépodobné souvisi s naruSenim membrany spermii. Funkéni
parametry spermii jsou tedy znacné ovlivnény lipidovym slozenim membrany spermii
(Abavisani et al. 2013). Z téchto divodu fedidla spermatu obsahuji ochranné slozky, které
umoziuji pfeziti spermii mimo reprodukéni trakt samce (Brinsko et al. 2011).

Volba vhodného fedidla spermatu je dualezité pii pouziti Cerstvého spermatu,
pro kratkodobé skladovani, ale také pro kryokonzervaci. Zakladni médium pro zmrazeni
spermatu by mélo poskytovat vhodné chemické a fyzikalné-chemické podminky, které
minimalizuji bunécny stres, aby poskytly buiikam nejlep§i mozny vychozi od pro vyporadani
se se stresem pii zmrazovani a rozmrazovani. Kromé zakladniho média mé pro uspéSnou
kryokonzervaci velmi dulezitou ulohu typ a koncentrace pouzitého kryoprotektivniho
prostfedku, rychlost chlazeni a dalsi charakteristiky mraziciho protokolu (Rehman et al. 2013;
Woelders et al. 2022).

3.3.1.1.1 Slozeni fedidel

Destilovana voda
V tedidle plni funkci nosice ostatnich latek v ném obsazenych (Beran et al. 2014).

Pufry

Kyselina mlécna je konecnym produktem metabolismu spermii. Muize zpusobit snizeni
hladiny pH. Pufry, pfidané do fedidla maji za cil a zabranit aglutinaci spermii a udrzovat
hladinu pH u vétsiny druhti hospodatskych zvifat v rozmezi 6,4 — 6,8 (Beran et al. 2014).

Pufry pouzivané pro uchovavani gamet:
e TRIS - (hydroxymethyl)methylarnin,
e TES - 2{[tris(hydroxymethyl)methylJamino} ethansulfonova kyselina,
e HEPES - 4-2-hydroxyethyl-I-piperazinethansulfonova kyselina,
e MES - 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina,
e PIPES - Piperazin-N.N'-bis(2-ethansulfonova kyselina,
e  MOPS - 3-(N-norfolino)propansulfonova kyselina,
e BES - NN-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonova kyselina (Will et al. 2011).

Nejbéznéji se pro skladovani chlazeného 1 mrazeného spermatu vyuzivaji fedidla s pufry
na bazi TRIS (Raheja et al. 2018). Will et al. (2011) vSak uvadi, ze pufry (HEPES a MOPS)
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zdaji byt mnohem lepSimi pufry nez TRIS, a také Zze pufry kombinované se prokazaly jako
mnohem lepsi pro kryokonzervaci spermii.

Cukry

Kazdy zivy organismus potfebuje energii pro metabolismus na bunécné urovni.
Mitochondrie generuji ATP ve spermiich procesem oxidativni fosforylace a k tomu pottebuji
dostatek energie. Spermie pfirozené obsahuji fruktozu. Redidla obvykle obsahuji rtizné druhy
cukrt: glukozu, trehalozu, ribozu, rafindzu, sachardzu ¢i galaktozu (Rahman et al. 2013).

Bylo prokazano, ze ptidavek trehalézy do fedidla spermatu vyrazné zlepsilo
Zivotaschopnost spermii pro rozmrazeni u kanci (Malo et al. 2010), berant
(Rostami et al. 2020), hiebct (Pérez-Marin et al. 2018) a kohouti (Mosca et al. 2016;
Thananurak et al. 2020; Stanishevskaya et al. 2021).

Aminokyseliny

Aminokyseliny hraji pti kryokonzervaci dilezitou roli diky svym antioxidacnim
vlastnostem (Beran et al. 2014). Jsou hlavnimi jednotkami protein a hraji vyznamnou roli
v ruznych biologickych a fyziologickych procesech. Bylo popsano, ze aminokyseliny, napf.
glutamin, glycin, prolin, se podileji na inhibici vSech typt poskozeni zpusobenych béhem
procesu zmrazovani a rozmrazovani u berand, koz, hiebct a lidskych spermii. Aminokyselina
prolin chrani spermie proti chladovému Soku a mrazovému stresu u spermii hiebcl
(Ahmed et al. 2020).

Ahmed et al. (2020) pouzil L-tryptofan jako pridavek do fedidla spermatu bykdu.
L — tryptofan je esencidlni aromatickd aminokyselina, ktera se u¢astni metabolickych funkci
a je nepostradatelna pro biosyntézu proteinu. Pridavek L-tryptofanu zajistil vyrazné zlepseni
kvality spermatu béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani. Bernal et al. (2020) pouzil valin
jako doplnék ftedidla spermatu kohouti. Byla zjiSt€éna vyrazné vys§i motilita spermii
po rozmrazeni oproti kontrolnim vzorkiim bez ptidaného valinu.

Mastné kyseliny

Vzhledem k tomu, Ze peroxidace lipidd béhem kryokonzervace vlivem reaktivnich
forem kysliku ma za nasledek ztratu polynenasycenych mastnych kyselin z plazmatické
membrany a snizeni pfeziti spermii a fertility, 1ze pfedpokladat, ze pfidavek mastnych kyselin
muze zlepsit kvalitu ejakulatu po rozmrazeni (Abavisani et al. 2013; Beran et al. 2014).

Jakop et al. (2019) ptidali do fedidla spermatu kanci pfirozené se vyskytujici mastné
kyseliny — kyselinu linolovou, linoleovou, olejovou, palmitoolejnou. S vyjimkou kyseliny
linolenové vSechny pfirozené se vyskytujici mastné kyseliny zvySily pocet spermii s aktivnimi
mitochondriemi po 3 dnech skladovani. Kyselina palmitoolejnd se jevi jako nejucingjsi
ptidavek. Zvysila podil pohyblivych a progresivné pohyblivych spermii jesté vyrazné vice
nez ostatni pouzité mastné kyseliny.

Eslami et al. (2018) vyuzili kyselinu linolovou jako pfidavek do fedidla spermatu
kohoutt. Kyselina linolova prokazatelné snizila peroxidaci lipidi v membranach spermii
a zlepsila motilitu u chlazeného spermatu kohoutd.
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Antibiotika

Antibiotika jsou dulezitymi slozkami fedidel spermatu pro kontrolu bakterialni
kontaminace. Obecné je tendence vyuzivat Sirokospektralni antibiotika, coz znamena vysoce
ucinné latky v riznych kombinacich za ucelem snizeni toxicity spermii. S tim se dostavaji do
popiedi problémy rezidui a rezistence (Schulze et al. 2020).

Témer vSechny vzorky spermatu obsahuji bakterie. Sliznice reprodukéniho traktu je
kolonizovana mikroby z vné&jsiho prostredi i ze samotného zvirete. Tyto bakterie jsou prenaseny
do spermatu beéhem ejakulace. V rozsahu kontaminace hraje tedy kli¢ovou roli istota prostiedi,
ve kterém je zvife chovano. Béhem zpracovani ejakulatu muze dojit k nasledné kontaminaci
spermatu bakteriemi z prostfedi nebo od personalu, proto je kliCové beéhem celého procesu
vénovat velkou pozornost hygiené (Morrel et al. 2022).

Predpisy stanovuji, ze antibiotika by méla byt pfidavana do davek spermatu, coz je
ve znacném rozporu se soucasnymi doporucenimi o obezietném pouzivani antimikrobialnich
latek. V nich je uvedeno, ze antibiotika by méla byt pouzivana pouze pro terapeutické ucely,
a to az po stanoveni citlivosti ptivodce na pfislusné antibiotikum. Proto je pfekvapivé, ze tématu
roz$ifeného pouzivani antibiotik v fedidlech spermatu u vSech zivocisnych druhd vénovana
tak mala pozornost (Morrel et al. 2022). Z tohoto diivodu je dulezité najit dostateCnou a i¢innou
alternativu k antibiotikim pfidavanych do fedidel spermatu hospodaiskych zvitat.

Konvencéné vyuzivanymi antibiotiky pfidavanymi do fedidel spermatu jsou:

e penicilin,

e streptomycin,

e ceftiofur,

e apramycin,

e aminoglykosidy,

e linco-sespetin + tylosin + gentamycin (Bustani & Baiee 2021).

Jednim z nejcCast€ji pouzivanych antibiotik v komeréné dostupnych tedidlech spermatu
dribeze je gentamicin. V souCasné dobé se v dribezaiském prumyslu umérné k vyssimu
vyuziti umélé inseminace zvysilo pouzivani antibiotickych latek v fedidlech, coz muze zputsobit
vyraznou antibiotickou rezistenci u ptakti (Mohan et al. 2023).

U umélé inseminace skotu jsou nejrozsifen€j§imi antibiotiky benzylpenicilin
a streptomycin, protoze jsou ucinné proti Campylobacter fetus. VétSina ostatnich antibiotik bud’
nedokaze tento organismus kontrolovat, nebo jsou pro spermie piimo skodlivé. V posledni dobé
vedly obavy z potencialniho prenosu druhtt Mycoplasma a Ureaplasma ve spermatu skotu
k zaclenéni linkomycinu a spektinomycinu do fedidel spermatu ve snaze kontrolovat tyto
organismy. Existuji diikazy, ze ucinnost antibiotik mize byt snizena v ptitomnosti nekterych
slozek fedidel, zejména vaje¢ného zloutku, a proto je v nékterych centrech pro umélé oplodnéni
skotu vyuzivana predinkubace spermatu s antibiotickymi koktejly, nez dojde k hlavnimu fedéni
(Nakes et al. 2001).

Vhodnou alternativou k pridavani antibiotik mize byt dle Morell & Wallgren (2014)
fyzické odstranéni bakterii z ejakulatu. To je provadéno pouzitim koloidni centrifugace,
zejména jednovrstvé. Jedna se o pomérné jednoduchy postup, ktery je mozné provést v podstate
v jakékoliv laboratofi na zpracovani spermatu. Schulze et al. (2016) navrhuje pouzivani
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antimikrobialnich peptida jako u€inou nahradu za antibiotika. Antimikrobialni peptidy jsou
slozeny z kratkych sekvenci aminokyselin (10-50 pb). Jsou soucasti vrozeného imunitniho
systému vysSich organismu. Vykazuji silnou aktivitu proti §iroké skale mikroorganismu, hub,
virll a parazitim, maji imunomodulacni u¢inky a pasobi jako chemokiny (podporuji hojeni ran).
Vzhledem k tomu, Ze tyto peptidy zptsobuji nespecifickou lyzy membran bakterialnich bunék,
je pti jejich pouziti podstatné mensi pravdépodobnost vzniku rezistence (Mohan et al. 2023).
To naznacuje, ze by antimikrobiodlni peptidy mohly byt dobrou alternativou ke konvecnim
antibiotikim u dribeze (Mohan et al. 2023), hiebci (Malaluang et al. 2021) a kancu
(Hensel et al. 2020).

Dalsi zmoznosti muize byt pouziti nanoCastic oxidu Zzelezitého (Fes3Os)
(Hensel et al. 2020). U kanc¢iho spermatu byl prokazan mirny antibioticky ucinek
bez nepiiznivych u¢inki na vlastnosti spermii. Naproti tomu u berana sice Castice nebyly
toxické pro spermie, ale nevykazovaly pozadovany antibioticky u¢inek. Kombinace nanocastic
stfibra a oxidu zeleza vyvolala vétsi antibakterialni ucinek nez oxid zeleza, ale vykazovala vyssi
spermatotoxicitu (Morrell et al. 2022).

Antioxidanty
Antioxidanty jsou molekuly, které inhibuji tvorbu ROS a peroxidaci lipida

(Ugur et al. 2019). Specificka bunécna struktura spermii a jejich plazmatickd membrana, velky
pocet mitochondrii, maly objem cytoplazmy a nizky obsah antioxidantd v cytoplazmé, Cini
spermie nachylnymi k poskozeni volnymi radikaly. Proto se vyuziva pridavek vhodnych
antioxidanti k fedidlim spermatu, aby se snizilo oxidacni poskozeni béhem zmrazovani
a rozmrazovani spermii (Biytklebici et al. 2014).

Existuji 2 typy antioxidant: enzymatické antioxidanty a neenzymatické antioxidanty.
Mezi  enzymatické antioxidanty patfi  glutathionperoxidaza, glutathionreduktaza,
superoxiddismutéaza a katalaza. VSechny jsou ucastnici ptirozeného antioxidacniho obranného
systému spermii (Amidi et al. 2016). Superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza a katalaza jsou
dobte znamé antioxidanty, které jsou vyznamné pro funkci spermii. Glutathion (GSH) je silny
antioxidant, ktery chrani byc¢i spermie pred volnymi kyslikovymi radikaly a dopliiuje buvoli
semeno o zvySenou pohyblivost GSH, integritu plazmatické membrany a zivotaschopnost
bunék (Ugur et al. 2019).

Neenzymatické antioxidanty, nebo také syntetické antioxidanty, zahrnuji napfiklad
kyselinu askorbovou, vitamin E, karotenoidy, ubichinony, taurin, selen a zinek
(Amidi et al. 2016)

3.3.1.1.2 Typy redidel

V pribéhu poslednich 60 let se kryoprotektivni média pouzivana ke ziedéni spermatu
pro skladovani spermatu prubézn€ upravovala, ale zakladni slozky médii zistaly nezménény.
Vajecny zloutek nebo mléko a glycerol predstavuji nepostradatelné slozky prakticky vSech
médii pouzivanych pro uchovani spermii v tekutém nebo zmrazeném stavu. Vajec¢ny zloutek
a mléko, jakozto produkty ZivociSného puvodu, predstavuji potencialni riziko kontaminace
spermatu a jejich sloZeni neni v souladu s pravnimi predpisy jednotné. V dasledku toho roste
zajem o vyvoj novych rozsifujicich pripravka, které neobsahuji produkty zivocisného pivodu
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ke skladovani spermatu. Je vSak obtizné najit nahradni slozky za vajecny zloutek nebo mléko,
protoze mechanismy, které se podileji na ochrané spermii pomoci vajecného zloutku a mléka
proti  poskozeni  pii  skladovani, chlazeni a zmrazeni zlstavaji  nejasné
(Bergeron & Manjunath 2006).

Redidla na bazi vaje¢ného Zloutku

Vajecny zloutek je nejbeznéjsi volbou v fedidlech pouzivanych pro kryokonzervaci.
Slozeni zloutku je vSak variabilni, coz ztézuje vyrobu standardizovanych kryokozervacnich
fedidel. Kromé toho se pfi pouzivani vajecného zloutku zvySuje riziko mikrobialni kontaminace
a zvySuje se pravdépodobnost pfitomnosti Skodlivych metaboliti nebo endotoxind, které
mohou mit negativni vliv na zivotaschopnost spermii a motility (Miquel-Jimenez et al. 2020).

Nejvyznamnéjsi roli vajecného zloutku v fedidle hraji proteiny s nizkou hustotou (LDL
proteiny). Vykazuji nejvyssi ochrannou schopnost a je pravdépodobné, ze LDL proteiny jsou
leps$i v porovnani scelym vajeCnym zloutkem pro zachovani pohyblivosti spermii po
rozmrazeni (Manjunath 2012). By¢i semenné vacky vylucuji proteiny BSP, které tvoti piilizné
60 % celkovych hovézich semennych plazmatickych proteint. Pii ejakulaci se tyto proteiny
ptidavaji ke spermiim, vazou se na cholinfosfolipidy membrany spermii a zptisobuji neptetrzity
ubytek cholesterolu a fosfolipidi z membrany spermii. Je znamo, Ze spermie od druhd s nizkou
hladinou cholesterolu v membranach spermii maji sniZzenou toleranci vuci chladovému Soku
v porovnanim se spermiemi od druhti s vysokou hladinou cholesterolu. Po nafedéni spermatu
fedidlem na bazi vaje¢ného zloutku, LDL pfitomné ve vaje¢ném zloutku oddéluji proteiny BSP
a zabrafiuji jejich vazbé na membranu, ¢imz zabraiuji stimulaci ztraty cholesterolu
a fosfolipidti (Bergeron 2007). Toto bylo prokazano i u krat (Alkali et al. 2022).

Lipoproteiny, obvykle zZivocisného ptivodu, jsou slozkami fedidel. Nevyhody pouziti
zivocis$nych produkti v fedidlech, jsou vSak nedefinované slozeni té€chto produkti a potencial
jako zdroj mikrobialni kontaminace. Je proto potfeba najit alternativu k vaje¢nému zloutku s
definovatelnymi slozkami, kterd uc€inné zabranuje chladovému Soku a minimalizuji potencial
mikrobialni kontaminace (Yang et al. 2021). Pro zlepSeni kvality zmrazeného byl v posledni
dobé¢ intenzivné zkouman vztah mezi bunécnou membranou, semennou plazmou, fedidlem a
teplotni kfivkou. Prani nahradit vajecny zloutek ve fedidlech ma rizné davody. Vajecny zloutek
je jednim z nejlepsich ptirodnich kryoprotektiv a je znamo, ze zabranuje kapacitaci a pfed¢asné
akrozomové reakci u chlazenych a zmrazenych spermii. Slozeni vajecného zloutku se vSak lisi.
Krome¢ toho vajecny Zloutek muaze obsahovat bakterie, mykoplazmy a viry, takze mize byt pro
oplodnéni nebezpecny (Schafer-Somi et al. 2021).

Existuje hypotéza, ze pridani vajecného zloutku ruznych ptaCich druhi ma vliv
na zmrazitelnost spermii stabilizaci jejich plazmatickych membran v kritickych teplotnich
zonach kryokonzervace. Ve studii Su et al. (2008) byl do byc¢iho spermatu pifidan vajecny
zloutek od péti raznych druht ptaka ve 20% koncentraci. NejlepSich vysledkt bylo dosazeno
ptidanim holubiho vaje¢ného zloutku ve srovnani s vajecnymi zloutky slepice, kiepelky, husy
a kachny. Tyto vysledky byly potvrzeny 1 u beraniho spermatu ve studii Gholami et al. (2012),
kde mél holubi zloutek nejlepsi vysledky v porovnani se slepi¢im, kachnim a krtitim. Santiago-
Moreno et al. (2012) zkoumal vliv vajecného Zloutku slepice a kiepelky na kohouti spermie.
Mezi nimi nebyl prokazan zadny vyznamny rozdil, u obou bylo dosazeno lepsi kvality spermatu
po rozmrazeni. Zaroven v§ak v porovnani se spermatem bez vaje¢ného zloutku byla pozorovana
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vyrazné snizena plodnost. To naznacuje, ze vajeCny zloutek maze mit v reprodukénim traktu
slepice antikoncep¢ni ucinek.

Redidla na bazi mléka

Pro uchovani spermii je mozné pouzit fedidlo na bazi odstfedéného ¢i plnotucného
mléka. Sperma v ném muze byt skladovano pii 48 °C nebo v pfipadé pridavku glycerolu
zamrazeno. Vzhledem k tomu, ze odstfedéné mléko (které neobsahuje lipidy) je stejné ucinné
jako plnotu¢né mléko pfi ochrané spermii béhem skladovani spermatu pii 48 °C nebo béhem
kryokonzervace, nezda se, ze by lipidy byly slozkou odpovédnou za ochranu poskytovanou
mlékem (Bergeron & Manjunath 2000).

Nejvice chranici slozkou mléka jsou pravdépodobné kaseiny. Jedna se o hlavni
bilkoviny mléka. Ty jsou uspofadany ve velkych shlucich nazyvanych micely. V zasadé¢ jsou
kaseinové micely tvofeny hydrofobnim jadrem alfa a beta obklopenymi kaseiny (Bergeron et
al. 2007; Manjunath 2012).

Bylo prokazano, ze kaseinové micely izolované z mléka mohou chranit hieb¢i, kozli,
beranni a by¢i spermie béhem skladovani pfi teploté 4-58 °C. Krome toho mohou kaseinové
micely chranit by¢i spermie béhem zmrazovani, pokud je pifidan glycerol. Mechanismus,
kterym kaseinové micely chrani spermie béhem skladovani, v§ak nebyl vysvétlen. Navic
ptidavek laktozy do fedidla obsahujici kasein zlep$il ucinnost fedidla béhem zmrazovani byc¢ich
spermii. Zda se tedy, ze laktoza se také podili na ochrané spermii. Mlé¢ny filtrat, ktery obsahuje
pouze laktozu a mineralni latky, vSak k ochrané spermii hiebci béhem skladovani nestaci.
Stejn¢ tak dialyzat odstfedéného mléka nestacil k ochrané bycich spermii b&hem
kryokonzervace a k ochrané¢ spermii byla nutna pfitomnost nedialyzovatelné frakce
odstfedéného mléka. Laktoza je také béznou soucasti fedidel na bazi vaje¢ného Zzloutku
pouzivanych ke zmrazovani kancich a hiebct. Zda se tedy, ze laktdza zlepsuje Gcinnost fedidla,
ale nestaci k ochrané spermiim sama o sob¢ (Bergeron & Manjunath 2006).

Redidla na bazi sojového lecitinu

S¢ja obsahuje, stejné jako vajecny zloutek, velky podil LDL. U s0ji jsou tyto proteiny
nazyvany sojovy lecitin. Sojovy lecitin se ukazal jako ucinnd nahrazka vaje¢ného zloutku
pro jeho nezivocCisny puvod. Jedna se o pfirodni smés fosfatidylcholinu a né€kolika mastnych
kyselin, jako je stearova, olejova a palmitova, ktera propijcuje bunéénym membranam
strukturalni stabilitu (Miquel-Jimenez et al. 2020; Alkali et al. 2022).

Sojovy lecitin je nahradou za vysokomolekularni proteiny a fosfolipidy, ktery muiize
snizit hygienicka rizika v fedidlech a maze zabranit poskozeni plazmatické membrany spermii
behem fedéni, chlazeni a kryokonzervace (Sun et al. 2020).

El-Sisy et al. (2016) zkoumali vliv koncentraci sojového lecitinu v fedidlech byciho
spermatu. NejlepSich vysledki bylo dosazeno s 1% a 1,5% koncentraci sdjového lecitinu bez
jakychkoliv skodlivych ucCinkti na kvalitu spermatu po zchlazeni a po rozmrazeni. Vyssi
koncentrace jsou pro byc¢i spermie Skodlivé a maji toxicky ucinek na spermie béhem
kryokonzervace a zpusobuji snizeni pohyblivost a zivotaschopnosti spermii. Studie
Alkali et al. (2022) porovnavala vliv fedidla na bazi sdjového lecitinu a na bazi vajecného
zloutku na parametry krocanich spermii. Vysledky ukazaly, ze mezi témito variantami nebyl
prokazan vyznamny rozdil. Je prokazano, ze sdjovy lecitin muze byt dostatecnou alternativou
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vajecného Zloutku u kozlt (Salmani et al. 2013), beranti (Forouzanfar et al. 2010), hiebct (Papa
et al. 2010).

Dalsi alternativy k vajecnému zloutku

V soucasné dobé se pouziti lipozomt v mrazicich médiich jevi jako ucinna alternativa
fedidel spermatu na zivoc¢iSné bazi. Lipozomy obsahuji optimalni slozeni a koncentraci
fosfolipidu, které zajistuji ochranu bun€k béhem kryokonzervace a nejsou prenasecem
infek¢nich agens (Miquel-Jimenez et al. 2020).

Byly vyvinuty postupy extrakce lipoproteint s nizkou hustotou z vajecného Zzloutku,
které maji prokazatelné ochranny ucinek na spermie (Anand et al. 2015). Vyhodou LDL fedidla
oproti standartnimu fedidlu na bazi vajeCného zloutku je, ze ma presn¢ definované slozeni
(Vera-Munoz et al. 2009).

3.3.2 Dlouhodoba konzervace

Postup, ktery umoziuje stabilizovat bunky pii kryogennich teplotach, se nazyva
kryokonzervace. Mnoho pokrokt v technologii kryokonzervace vedlo k vyvoji metod, které
umoziuji nizkoteplotni udrzovani rtznych typt bunék, vCetné samcich i samicich gamet
(Di Santo et al. 2012). Kryokonzervace spermii predstavuje mocny nastroj pro konzervaci
genetickych zdroju a pro adekvatni geneticky management populaci v zajeti 1 volné Zijicich
populaci. Spermie byly poprvé uspésné kryokonzervovany pred vice nez 50 lety a brzy poté
byly pouzity pfi umélé inseminaci skotu. Vyhody pouziti konzervace se tykaji moznosti
uchovani gamet z geneticky cennych zvifat, zabranéni moznému prenosu infek¢nich chorob a
usnadiuji vymeénu genetického materialu mezi subpopulacemi zvifat (Roldan & Gomendio
2009).

Soucasna prace v mnoha laboratofich se snazi porozumét mnoha faktorim, které
ovlivilyji uspésnou kryokonzervaci u ruznych druhi. Mezi oblasti, kterym je vénovana
pozornost patii slozeni pufru, chladici kfivky, typ a expozice kryoprotektivnim Cinidlim
a rychlost zmrazovani a rozmrazovani (Roldan & Gomendio 2009).

V soucasné dobé je ejakulat zmrazovan bud v 0,25 ml nebo v 0,5 ml pejetach
a skladovan v kapalném dusiku pfi -196°C. Kromé toho, Ze pejety usnadiuji vyrobu
inseminacni davky, jeji oznacovani, skladovani a prepravu, zajist'uji také jednotnéjsi postupy
pii zmrazovani a rozmrazovani, coz v konecném disledku vede ke zlepSeni regenerace spermii
po rozmrazeni. Velkou nevyhodou pejet je vSak jejich nachylnost k nespravnému zachéazeni,
0,25 ml pejety maji ve srovnani s pejetami 0,5 ml velky pomér povrchu a objemu, coz je Cini
nachylngjsi k rychlym teplotnim vykyvim. Proto pro je doporuceno, aby presun 0,25 ml pejet
z jedné nadrze s tekutym dusikem do druhé nebo do rozmrazovaci nadrze trval maximalné
3 sekundy. Rozmrazovani zmrazeného spermatu by mélo probihat maximalni rychlosti. Rychlé
rozmrazovani snizuje Skodlivé ucinky rekrystalizace a rehydratace vody, a tim zabranuje
poskozeni membrany a cytoplazmy spermii. Kriticka teplotni zéna pro tvorbu ledovych
krystala je mezi -50 °C a 0 °C, viz obr. 3. Rychla progrese touto teplotni zonou znamena, ze
sperma prechazi ze skelného do tekutého stavu a ledové krystaly nemaji dostatek casu
na vytvoreni (Diskins 2019).
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Obrazek 3 Primérna teplota v ruznych hloubkdch v nadrzi se spermatem (prevzato z South Dakota
State, 2023).

Konzervace hlubokym chladem se u kance vyuziva ziidka, nebot’ kvili nizkému obsahu
fosfolipidii v membrané spermii byva jeji vysledek neuspokojivy. Poskozeni spermii hlubokym
chladem navic nasledné vyzaduje intrauterinni depozici insemina¢ni davky, pro kterou je nutno
pouzivat specialni inseminacni pipety, které cely proces prodrazuji (Kos et al. 2019).

Zmrazitelnost spermatu se u jednotlivych hiebct lisi a spermie jednotlivych hiebct
nesnaseji zmrazovani a rozmrazovani do takové miry, kterd umozfiuje jejich pouziti
v komer¢nich programech umélé inseminace. Kratka zivotaschopnost kryokonzervovaného
konského spermatu a dlouhé trvani tije u klisny dale brani Sirokému pouziti zmrazeného
spermatu. Na rozdil od situace u skotu tedy zmrazené sperma nenahradilo chlazené sperma
u koni (Aurich 2012).

Kryokonzervace semene ptakui nebyla tak tspésna jako kryokonzervace spermatu
savcl. Jedine¢né fyziologické vlastnosti kohoutiho spermatu ho ¢ini nachylnym k poskozeni
béhem kryokonzervace, coz vede k mensSimu potencialu plodnosti rozmrazené¢ho spermatu.
Béhem kryokonzervace ma poskozeni, ke kterému dochazi ve strukturalnich, ultrastukturalnich
a biochemickych vlastnostech spermii, za nasledek snizenou pohyblivost spermii a jejich
zivotaschnopnost. Poskozeni je vétSinou pfipisovano tvorbé ledovych krystala
v kryokonzerva¢nim médiu, coz zpusobuje ztratu zivotaschopnosti spermii. Mezi riznymi
strukturami ledu, které se vytvareji v fedidle, je hexagonalni struktura nejSkodlivejsi
a zpusobuje vétsSinu poskozeni spermii (Askarianzadeh et al. 2018). Proces je doprovazen
teplotnim Sokem vedoucim k naruSeni plazmatické membrany spermii a snizeni pohyblivosti
a zivotaschopnosti spermii, coz mize potencialné snizit potencial plodnosti (Zong et al. 2022)
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Kryoprotektiva

Proces kryokonzervace zahrnuje nékolik kroka: odbér spermatu, ptidani kryoprotektiva,
bunécnou dehydrataci, zmrazeni, skladovani v tekutém dusiku a rozmrazeni pied pouzitim
spermatu (Lin et al. 2023).

Dlouhodobéjsiho skladovani spermatu je dosazeno kryokonzervaci. Kryokonzervace
zachovava plodny zivot spermatu prakticky neomezené, ackoli velka cast jednotlivych spermii
nepiezije znacny stres zmrazovani a rozmrazovani. Aby spermie zmrazeni prezily, potiebuji
byt rozsifeny v tedidle, které obsahuje nejen latky, které je chrani pfed chladovym Sokem,
ale také kryoprotektanty, jako je glycerol, které je chrani pred zhoubnymi nésledky zmrazeni
(Nakes et al. 2001). Kryoprotektanty jsou chemické slouceniny, které chrani burky
pred poskozenim pfi kryokonzervaci (Lin et al. 2023).

Zpocatku, kdyz teplota vnéj§iho média klesne pod bod mrazu, za¢nou se tvorit krystaly
Cist¢ vody. Koncentrace rozpusténych latek v nezmrazené Castti média, proto
stoupa a v disledku toho se zvysSuje i jeho osmoticky tlak. Krystalky ledu v této fazi nepronikaji
do buiiky, protoze jsou vylouceny bunénou membranou. Intracelularni obsah tak prochazi
obdobim ochlazovani, béhem néhoz burka ztraci vodu do nezmrzlé Casti extracelularniho
prostiedi osmozou. Nasleduji razny stupeni dehydratace bunky, ktera je ukonCena tvorbou
intracelularnich ledovych krystalkd. K poskozeni bun€k tak muze dojit jednim ze dvou
zpusobu. Pokud dojde ke zna¢nému stupni dehydratace bunék, mize dojit k poskozeni vlivem
vysokych koncentraci rozpusténych latek ve zbytkové intracelularni vod¢, zatimco pokud dojde
pouze k mirné dehydrataci, mohou se uvnitf butiky vytvofit velké krystalky ledu, které zptsobi
fyzické poskozeni jejich intracelularnich i1 extracelularnich membran. Stupen, v jakém kazdy
z téchto faktort ovliviiuje buriku, je urCen rychlosti ochlazovani — ¢im pomalejsi je, tim vetsi je
dehydratace, ¢im rychlejsi je, tim vétsi je poSkozeni tvorbou ledu, - a velikosti buriky, takze ¢im
veEtsi je buiika, tim pomalejsi je jeji vlastni rychlost dehydratace. Kryoprotektivni latky mohou
bud’ pronikat do bunky, nebo ziistavat mimo ni, ale ob& pusobi vazbou vody, a proto méni
dostupnost vody bud’ pro dehydratacni ztraty, nebo pro tvorbu ledovych krystalti (Nakes et al.
2001).

3.3.2.1 Penetruyjici kryoprotektiva

Penetrujici kryoprotektiva (glycerol, dimethylsulfoxid, ethylenglykol propylenglykol)
zpusobuji preusporadani membranovych lipidi a proteint, coz ma za nasledek zvysSenou
fluiditu membrany, vétsi dehydrataci pfi nizSich teplotach, snizeni tvorby intracelularniho ledu
a zvySeni preziti kryokonzervace. Navic penetra¢ni kryoprotektiva jsou rozpoustédla, ktera
rozpoustéji cukry a soli v kryokonzerva¢nim médiu (Barbas & Mascarenhas 2009).

Glycerol, intracelularni kryoprotektant, je nejCastéji pouzivany v fedidlech spermatu
u vétSiny druhd zvirat. Tento konvencni kryoprotektant zabrariuje intracelularni krystalizace.
Nahly pokles teploty z + 5 °C na — 196 °C snizuje integritu membrany a zvySuje permeabilitu.
Tento Sok je chranén glycerolem (Rehman et al. 2013). Je vSak spojen s nezadoucimi
cytotoxickymi ucinky na spermie, které mohou ovlivnit biologické vlastnosti spermii a jejich
plodnost u riznych druhti, véetné lidi, mysi, oslt, koni, prasat, ovci a vanatcli. Aby se zabranilo
cytotoxickym ucinkim, nékolik studii navrhlo alternativy ke glycerolu béhem procesu
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kryokonzervace. Tyto alternativy vSak stale postradaji slibné vysledky, pokud jde o uspésnost
oplodnéni nebo nespliiuji bezpecnostni pozadavky a jasnou identifikaci potiebnou
pro kryobankovani (Lin et al. 2023). Dalsi strategie souvisi s odstranénim glycerolu
pred inseminaci. Pfidani a odstranéni permeabilniho kryoprotektiva vSak vede ke zvySeni
osmotického tlaku na plazmatickou membranu, coz vyvolava potencionalni poskozeni bunky
(Gloria et al. 2019). Dle Lin et al. (2023) je malo znamo o mechanismech, které se podileji
na toxicité glycerolu, a to bud’ pfimo na biologii spermii, nebo prostfednictvim modifikaci
samiciho genitalniho traktu.

Dle Barbas & Mascarenhas (2009) je vyuzivana fada jinych kryoprotektort, jmenovité
dimethylsulfoxid, ethylenoglykol, albumin, vysoké koncentrace cukri riznych typu,
kompatibilni soluty (prolin, glycin, betain, taurin) a nemrznouci proteiny z polarnich ryb,
ale nejlepsich vysledkt bylo vzdy dosazeno s glycerolem.

U dribeze muze pfitomnost glycerolu vyznamné snizit plodnost, a to i pfi polovicni
koncentraci, nez je koncentrace pouzivand pro kryokonzervaci. Béhem vyroby a pouziti
kryokonzervovaného dribezi inseminacni davky je sperma vystavené ruznym teplotam: 4 °C
behem pridavani glycerolu a ekvilibrace, na -196 °C béhem zmrazovani a zchlazovani, navrat
na 4 °C béhem rozmrazovani a nakonec az 41 °C pfii inseminaci do samiciho reprodukéniho
traktu. I kdyz je tato metoda pomérné G€inna, ptitomnost glycerolu pii 4 °C i pii 41 °C mlze
mit piimy vliv na biologii spermii. Kromé jejich cesty do vejcovodu, mize glycerol zhorsit
migraci a ukladani spermii do tubult pro ukladani spermii (SST). SST jsou struktury nalezené
v distalni poloviné vejcovodu vSech dosud studovanych ptacich druht, ktery hraje roli
pii vybéru spermii, preziti a udrzovani oplozenischopnosti. Je podobny rezervoaru spermii
ve vejcovodech savci. Nedostatek ukladani spermatu v SST a jeho uvoliovani do oocytu
ve vejcovodu muze narusit celkovou plodnost. Kromé toho toxické ucinky mohou také zhorsit
schopnost spermii pronikat vnitini perivitelinni membranou u ptaku, coz je analogie sav¢i zona
pellucida. To mize mit za nasledek selhani oplodnéni (Donoghue & Wishart 2000;
Lin et al. 2023).

Mezi nejvice vyuzivané penetrujici kryoprotektiva pouzivané u dribeze patii DMA
(Mehaisen et al. 2022) a NMA (Petricakova et al. 2022).

Dalsi skupinou propustnych kryoprotektantd jsou amidy, zejména methylformamid
a dimethylformamid. Hlavni vyhodou amidi ve srovnani s glycerolem je mensi osmotické
poskozeni diky niz§i molekulové hmotnosti amidi. Presto se ucinky zahrnuti amida
do zmrazovaciho média mezi druhy lisi kvuli rizné odolnosti spermii vici kryokonzervaci
(Yanez-Ortiz 2022).

3.3.2.2 Nepenetrujici kryoprotektiva

Zajem o nepenetrujici kryoprotektanty pro uchovéavani spermatu vyrazné stoupa.
Nepenetrujici kryoprotektiva jsou vysokomolekularni slouceniny, jako jsou polymery, cukry,
proteiny a aminokyseliny, které moduluji intracelulari tvorbu ledovych krystala a stabilizuji
intracelularni koncentrace rozpusténych latek béhem podminek, pii kterych je koncentrace
rozpusténych latek v prostiedi nizsi nez uvnitf buriky (Gloria et al. 2019). Diky neschopnosti
difundovat pres plazmatickou membranu vytvareji tyto latky osmoticky tlak, ktery snizuje
teplotu tuhnuti média a snizuje tvorbu textracelularniho ledu. Pusobi tedy predevsim jako

27



osmoprotektanty. Mezi Casto vyuzivané disacharidy patii sacharoza a trehal6za (Mosca et al.
2016).

Nepenetrujici kryoprotektivum (vajecny zloutek, odtucnéné odstiedéné mléko,
trehaloza, aminokyseliny, dextrany, sachar6za) neprochazi plazmatickou membranou a pusobi
pouze extracelularné. Proto maze nepenetrujici kryoprotektant zménit plazmatickou membranu
nebo pusobit jako rozpusténa latka, snizovat teplotu tuhnuti média a snizovat tvorbu
extracelularniho ledu (Barbas &Mascarenhas 2009).
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4 Metodika
4.1 Zvirata zarazena do experimentu

Ejakulat pouzity v experimentu byl odebiran od &ty kohoutd plemene Ceska zlata
kropenata slepice. Kohouti byli chovani v Demonstratni a pokusné staji Ceské zemddglské
univerzity v Praze v kontrolovanych podminkach individualnich kleci. Teplota vzduchu byla
udrzovana na 20 °C a vlhkost vzduchu se udrzovala na 50-60 %. Kohouti byli po celou dobu
trvani experimentu krmeni komplexni krmnou smési vyrobenou na miru pro Ceskou
zemeédé€lskou univerzitu firmou Sehnoutek a synové s.r.o. ad libitum. Ptistup k Cerstvé vode
méli téz ad libitum.

Ceska zlata kropenata slepice je jedinym ptvodnim &eskym plemenem slepic
zatazenym do genovych zdroju, jehoz cilem je zachovani genetickych zdroji pivodnich
plemen v Ceské republice pomoci reprodukénich biotechnologii. Z toho diivodu byli zafazeni
do experimentu.

4.2 Odbér ejakulatu

Ejakulat byl odebiran béhem ledna 2022 vzdy v 8 hodin rano stejnym pracovnikem
pomoci dorzo-abdominalni masaze (Burrows a Quinn 1935). Vzorky byly odebirany po dobu
5 dni a mezi odbéry byl interval 2-3 dni. Po odbéru byl ejakulat skladovan pii 5 °C
az do zpracovani.

4.3 Zpracovani ejakulatu a vyroba inseminac¢ni davky

Po odbéru byl ejakulat prepraven do reprodukéni laboratofe Katedry chovu
hospodarskych zvitat FAPPZ k dal§imu zpracovani. Pouzity byly vzorky pouze bez vyrazného
zneCisténi, jako je napiiklad pfimés krve ¢i trusu. Jednotlivé vzorky byly po stanoveni
koncentrace smichany do smésného vzorku, u kterého byl stanoven objem. Na zakladé
stanoveného objemu byl vzorek nafedén v poméru 1:1 komerénimi fedidly NeXcell® (IMV
Technologies, L’Aigle, Francie), Poultry Media® (IMV Technologies, L’Aigle, Francie)
a Raptac® (AMP-Lab, GmbH, Némecko). V dalsim kroku byly vzniklé vzorky ziedény vyse
uvedenymi fedidly na finalni koncentraci plus minus 100 x 10° spermii na 1 ml a ekvilibrovany
pfi teploté 5 °C po dobu 30 minut a obohaceny o kryoprotektivni latku. Na zakladé predbéznych
meéteni byl pro tyto ucely zvolen N-methylacetamid v koncentraci 9 %.

Po ekvilibraci byly natfedéné vzorky naplnény do plastovych pejet o objemu 0,25 ml
(IMV Technologies, L’Aigle, Francie) a utésnény tésnicim praskem (IMV Technologies,
L’Aigle, Francie). Mrazeni bylo provadéno v polystyrenovém mobilnim mrazicim boxu
(komer¢ni mrazici box Minitube, GmbH). Nejprve byly pejety presunuty na plovouci rack
a umistény do par tekutého dusiku 5 cm nad hladinou po dobu 10 min. Poté byly ponotfeny
do tekutého dusiku (-196 °C) po dobu 10 min. Zmrazené inseminacni davky byly pfemistény
do kryotanku (CD cryo diffusion, Francie). Potifeby nezbytné pro vyrobu insemina¢nich davek
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jsou zobrazeny na obrazku €. 4. Rozmrazeni inseminaéni davky probihalo ve vodé o teploté
5 °C po dobu 1 minuty a 40 vtefin (Sasaki et al. 2010).

e

Obrazek 4 - PrisluSenstvi k mrazeni inseminacnich davek (a - polystyrenovy mrazici box, b - plnicka
pejet, ¢ - tésnici prasek, d - pejety, e - niiz na pejety) (archiv autora).

4.4 Hodnoceni ejakulatu pro vyrobu inseminacnich davek

Thned po odbéru byl makroskopicky hodnocen objem, barva, zapach a obsah cizich
ptimési. Znecistény ejakulat byl automaticky vytazen.

Po presunu vzorkid do laboratofe byly hodnoceny nejdiive pomoci zafizeni CASA
pred fedénim pro stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu jednotlivych kohouti a poté
se vytvoril smésny vzorek. Po vytvoreni vzorkl nafedénych jednotlivymi fedidly, bylo pouzito
10 pl od kazdého vzorku pro hodnoceni koncentrace a kli¢ového parametru spermii-celkové
motility. Pro hodnoceni téchto parametri byla pouzita mCASA (iSperm, Aidmics
Biotechnology Co., Ltd., Taipei, Thaiwan) viz obrazek ¢. 5. Pomoci tohoto zafizeni 1ze hodnotit
ejakulat 1 v polnich podminkach.

30



Bl - 10 1o MBS
W YymmpD_NANE  ©

Obrazek 5 - mCASA (iSperm, Aidmics Biotechnology Co., Ltd., Taipei, Thaiwan) (archiv autora).

Pouzita mCASA je vybavena nasledujicimi parametry:
e optické rozliSeni: 1-1 um,
e ohiivac: 37+ 5 °C,
e optické rozliSeni: 200 x.

Je vhodna k nasledujicim analyzam:

e celkova motilita: 0 % - 100 % pro jakoukoliv koncentraci — optimalni 30-60 mil/ml,

e progresivni motilita: 0 % - 100 % pfi koncentraci 10-75 mil/ml — optimalni 30 -
60 mil/ml,

e koncentrace: 10-75 mil/ml — optiméalni 30—60 mil/ml.

Po rozmrazeni bylo opét odebrano 10 ul pro hodnoceni v mCASA. Poté byly vzorky
vyhodnocené jako vhodné k inseminaci podrobeny dal§i analyze pomoci pratokového
cytometru (Novocyte 3000, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, Californie, USA)
viz obr. 6. Cytometr byl vybaven lasery emitujici modré (488 nm), Cervené (640 nm) a fialové
(405 nm) zarfeni. Vzorky byly za tlumeného svétla obarveny nasledujicimi fluorescencnimi
barvivy:

e Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),

e PNA-FITC (Thermo Fisher Scieentific, Waltham, Massachusetts, USA),
e PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),

e MitoTracker Deep Red (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
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NovoCyte

Obrazek 6 - Prutokovy cytometr (Novocyte 3000, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, Californie,
USA) (archiv autora).

Po obarveni probihala inkubace po dobu 10 minut ve tmé pfi teploté 38 °C.
Pro hodnoceni byl vyuzit plate, ve kterém byly hodnoceny 3 jamky pro kazdou z variant
vzorku (typ fedidla). V kazdé z jamek bylo pouzito:

e 100 ul PBS (fosfatovy pufr),
e 10 pul master mixu slozenym z vyS$e uvedenych barviv,
e 10 pl rozmrazené inseminacni davky.

Takto pripraveny plate byl umistén do prutokového cytometru pro naslednou analyzu.
Pro analyzu a sbér dat byl vyuzit software NovoExpress, v 1.3.3 0 (Acea Biosciences, Aglient,
Santa Clara, California, USA).
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S Statisticka analyza dat

Statisticka vyhodnoceni byla provedena ve statistickém programu SAS (SAS/STAT,
2013). Analyza variance byla provedena za pouziti generallized linear model procedury. Jako
zavislé proménné byly analyzovany parametry prutokové cytometrie a mCASA.

Statistické modely pro vyhodnoceni parametri priutokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovaném Casovém intervalu jsou uvedeny nize:

1)MOTijk =y+DENi +EX] +eijk,
1)PMIijk =u+DENi +EXj +eijk,

2)PMDijk =u+DENi +EXj +eijk,
3)ACRijk =p+DENi +EXj +eijk,

kde MOTijk = celkova motilita bunek po eqvilibraci, PMlIijk = celkova zivotaschopnost
spermii, PMDijk = podil spermii s poSkozenou plazmatickou membranou po ekvilibraci,
ACRIijk = podil spermii s poSkozenym akrozomem po ekvilibraci; DENi = fixni efekt i-tého
odbérového dne (i = 1. odbérovy den, n=5; i = 2. odbérovy den, n=17; 1 = 3. odbérovy den,
n=12;1=4. odbérovy den, n = 18; 1 = 5. odbérovy den, n = 18); EXj = fixni efekt ptidavku j-
tého fedidla (j = pridavek fedidla Poultry media® + 9% NMA, n =15; j = piidavek fedidla
Raptac® + 9% NMA, n = 15; j = piidavek fedidla NeXcell® + 9% NMA, n = 15); eijk =
residudlni chyba.

Statistické rozdily mezi odhadnutymi praméry byly detekovany na hladin€ vyznamnosti
P <0,05.

2
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6 Vysledky

6.1 Zakladni statistické parametry — mCASA

Pred mrazenim a pul hodiny po rozmrazeni byly meéfeny zakladni parametry
pro celkovou motilitu pomoci mCASA. Celkova motilita se méfila na 81 vzorcich. Celkova
motilita pfed zamrazenim dosahovala praimérné 52,27 %. Po rozmrazeni dosahovala u fedidla
NeXcell® 3,84 % + 2,41. Tento vysledek se statisticky vyrazné ligil od zbylych dvou fedidel,
viz graf & 1. S ptidavkem fedidla PoultryMedia® bylo dosazeno 23,58 % + 2,41, coz se
statisticky vyrazné nelisilo od fedidla Raptac® s 23,13 + 2,41.

Graf I Celkova motilita po rozmrazeni.
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6.2 Zakladni statistické parametry- prutokovy cytometr

6.2.1 Procento zivotaschopnych spermii

6.2.1.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele byla prokazana z 97,45 % (P <0,0001). V modelové rovnici byl
statisticky prukazny vliv sledovanych faktort: vliv odbérového dne (P <0,0001) a vliv ptidavku
zvoleného fedidla (P <0,0001).
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6.2.1.1.1 Vliv odbérového dne

Béhem pokusu byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v Zivotaschopnosti
po rozmrazeni mezi jednotlivymi odbérovymi dny, viz. tabulka 1. Prvni den byla naméfena
nejvyssi zivotaschopnost, kdy byla po rozmrazeni 42,79 + 1,29. Statisticky nejhorsi byl
prokazatelné Ctvrty den, ve ktery zivotaschopnost dosahovala pouze 28,98 + 0,86.

Tabulka 1 Viiv odbérového dne na Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni (PMI), metoda nejmensich
ctvercii (LSM), smérodatnad odchylka (o).

Odbérovy den PMI LSM [%] + 6 P <0,05
1 42.9+1.29 1:3,4,5
2 38.85+0,86 2:4
3 35.80+0,86 3:1,4
4 28.99+0,86 4:1,2,3,5
5 37.30+0,86 5:1,4

6.2.1.1.2 Vliv fedidla

Na zivotaschopnost spermii po rozmrazeni méla vyrazny vliv volba fedidla. Nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi fedidly Raptac® a PoultryMedia®. U fedidla
Raptac® bylo dosazeno 52,04 % + 0,72 a u fedidla PoultryMedia® 51,11 % + 0,72. Naproti
tomu u pridavku fedidla NeXcell™ byl prokazan statisticky vyznamny vliv oproti prvnim dvéma
fedidlam. S timto fedidlem bylo dosazeno pouze 7,07 % + 0,72, viz graf ¢. 2.

Graf 2 Vliv pouzitého fedidla na Zivotaschopnost spermit po rozmrazent.
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6.2.2 Zastoupeni spermii s po§kozenou plazmatickou membranou

6.2.2.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele poskozeni plazmatické membrany byl prukazny z 96,75 %
(P <0,001) V modelové rovnici byl statisticky prukazny vliv sledovanych faktort: vliv
odbérového dne (P <0,001) a vliv zvoleného fedidla (P <0,001).

6.2.2.1.1 Vliv odbérového dne na poskozeni plazmatické membrany

Odbérovy den mél vliv na poskozeni plazmatické membrany, viz tabulka 2. Nejmens§iho
poskozeni bylo dosazeno prvni odbérovy den, ktery se statisticky vyznamné lisil od zbylych
dnd. V tento den bylo naméfeno poskozeni plazmatické membrany pouze 44,98 % + 1,47.
Nejvyssi poskozeni bylo zaznamenano treti den, kdy bylo naméfeno 63,33 % + 0,98.

Tabulka 2 VIiv odbérového dne na poskozeni plazmatické membrdny po rozmrazeni (PMD), metoda
nejmensich ctvercii (LSM), smérodatna odchylka (o).

Odbérovy den PMD LSM [%] + 6 P <0,05
1(n=9) 44,98+1.47 1: 2-5
2(m=17) 58.80+0,98 2:1,2,5
3(mn=12) 63.33+0,98 3:1,2,4
4 (n=18) 59.23+0,98 4:1,3
5m=18) 61.42+0,98 5:1

6.2.2.1.2 Vliv tedidla na poskozeni plazmatické membrany

Pouzitim fedidla NeXcell® bylo zaznamenino nejvy3si poskozeni plazmatické
membrany a to 87,03 % + 0,82. Tim byl prokéazan statisticky vyznamny rozdil oproti zbylym
fedidlim. Nejmensi poskozenim bylo naméfeno pii pouziti fedidla Raptac®, 42,57 % + 0,82,
které se statisticky vyznamné nelisilo od fedidla PoultryMedia® s 43,06 + 0,82, viz graf &. 3.
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Graf 3 VIiv pouzitého fedidla na poSkozeni plazmatické membrdany po rozmrazeni.
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6.2.3 Zastoupeni spermii s poSkozenym akrozomem

6.2.3.1 Popis modelu

Promeénlivost ukazatele poskozeni akrozomu byl prikazny z 95,4 % (P <0,001).
V modelové rovnici byl statisticky vyznamny vliv odbérového dne (P <0,001).

6.2.3.1.1 Vliv odbérového dne na poskozeni akrozomu

Nejvétsi procentudlni zastoupeni bunék s poskozenym akrozomem po rozmrazeni bylo
zaznamenano Ctvrty odbérovy den s 10,19 % + 0,22. Naopak nejmensiho poskozeni bylo
dosazeno tfeti odbérovy den a to 0,25 % + 0,22. Tento den nebyl statisticky vyznamné lepsi
nez druhy a paty den, viz tab. 3.

Tabulka 3 Viiv odbérového dne na poSkozeni akrozomu po rozmrazeni (ACRD), metoda nejmensich
ctvercii (LSM), smérodatnad odchylka (o).

Odbérovy den ACRD LSM [%] £ ¢ P <0,05
1(n=9) 2.73+0,32 1:2-5
2 (mn=17) 0,99+0.22 2:1,4
3(mn=12) 0.25+0.22 3:1,4
4 (n=18) 10,19+0,22 4:1-3,5
5mn=18) 0.56+0.22 5:1,4
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6.2.3.1.2 Vliv fedidla na poskozeni akrozomu

Poskozeni akrozomu spermii po rozmrazeni bylo nejvyssi u fedidla PoultryMedia®™
s 3,37 %+ 0,18. Naopak nejmensi poskozeni akrozomu bylo naméfeno u fedidla NeXcell® 2,59
% + 0,18. Oba vysledky se statisticky vyznamné nelisily od hodnot naméfenych u fedidla
Raptac® s 2,87 % = 0,18, viz graf ¢. 4.

Graf 4 Vliv pouzitého redidla na poSkozeni akrozomu po rozmrazent.
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7 Diskuze

Ceska zlata kropenata slepice je tradi¢nim &eskym plemenem kura, chovanym po staleti na
naSem uzemi. V minulosti bylo toto plemeno velmi rozsifenym, avSak vlivem importu novych
plemen v 19. stoleti doslo k jeho tastupu. Diky usili nadSenych chovateli byla na prelomu 19.
a 20. stoleti obnovena jeho populace, véetnd zlatého kropenatého razu. Ceska zlata kropenata
je dnes zafazena do programu genovych zdroju, ktery chrani a udrzuje genetickou rozmanitost
ohrozenych plemen. V ramci tohoto programu byl vypracovan postup pro ptipadnou regeneraci
plemene, coz zajiStuje jeho ochranu pro budouci generace (dle zasad formulovanych
v metodice schvalené MZe). Soucasna produkce vajec 1 masa ve velkochovech spoléha
predev§im na specialné vyslechténé hybridy, a proto je dnes chov Ceské zlaté kropenaté
zalezitosti pfedev§im zajmovych chova.

Kryokonzervace je u nékterych druht hospodaiskych zvifat béznou technikou pouzivanou
rutinné a jsou jiz sestaveny funk¢ni protokoly pro uchovavani spermii. U kohoutd tomu vSak
tak neni, a to predevS$im kvuli jedinenym vlastnostem drabeziho spermatu. Na rozdil
od sav€ich maji kohouti spermie mnohem méné cytoplazmy a jsou tedy mnohem nachylngjsi
na poskozeni, at’ uz vlivem oxidac¢niho stresu, nebo pfi manipulaci s ejakulatem (Svoradova et
al. 2021).

Uspé&snost kryokonzervace uzce souvisi s volbou fedidla spermatu. Vybé&r spravného
fedidla je tedy dulezitym faktorem pii optimalizaci procesu kryokonzervace
(Thananurak et al. 2020). Mezi nejcastéji pouzivana fedidla u drabeze patii Lake
(Masoudi et al. 2019), BHSV (Blumberger Hahnen Sperma Verdiinner; Thananurak et al. 2019)
a Beltsville (Siari et al. 2021). Existuji také komercné dostupna tfedidla pro kratkodobou
konzervaci ejakulatu. Jejich velkou vyhodou je dostupnost, nizka pofizovaci cena, presné
definované slozeni a snadna manipulace, kterd vyrazné snizuje chybovost lidského faktoru.
Zarover jsou jednodusSe aplikovatelna v praxi (PetriCakova et al. 2022).

Prace se zabyvala porovnanim vlivu riznych fedidel na kvalitu inseminacni davky.
Pro potieby experimentu byla zvolena komeréni fedidla NeXcell®™, PoultryMedia® a Raptac®.
Tato fedidla jsou urCena pro kratkodobé uchovavani ejakulatu. Predpokladem bylo,
ze s fedidlem NeXcell® bude dosazeno nejlepsich vysledkd, nebot je obohaceno
o antioxidanty, coz by mélo zajistit lepsi vysledky po rozmrazeni. Tento predpoklad nebyl
potvrzen. Po rozmrazeni vzorky s pfidavkem tohoto fedidla dosahovaly zivotaschopnosti pouze
7,07 % £ 0,72. Zaroven bylo u tohoto fedidla zaznamenano nejvyssi procento poskozeni
plazmatické membrany. Oproti Raptac® a PoultryMedia® byla hodnota poskozeni plazmatické
membrany u NeXcell® téméf dvojnasobna, a bylo tedy naméfeno 87,03 % =+ 0,82. Poskozeni
akrozomu se u NeXcell® s hodnotou 2,59 % + 0,18 statisticky vyznamné neligilo od ostatnich
hodnocenych tedidel (P <0,05).

Mezi fedidly PoultryMedia® a Raptac® nebyl v zadném pozorovaném parametru
po rozmrazeni prokazan statisticky vyznamny rozdil. Pfi pouziti fedidla PoultryMedia®™ bylo
dosazeno 51,11 % =+ 0,72 zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni a u Raptac® tomu bylo
52,04 % =+ 0,72. Nejnizsi hodnoty poskozeni plazmatické membrany bylo dosazeno s fedidlem
Raptac®, u kterého byla naméfena hodnota 42,57 % + 0,82. Tato hodnota se statisticky nelisila
od 43,06 % + 0,82 sftedidlem PoultryMedia®. Poskozeni akrozomu bylo sfedidlem
PoultryMedia® 3,37 % + 0,18 a s fedidlem Raptac® 2,87 % + 0,18.
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V praci byl také porovnavan vliv odbérového dne na celkovou zivotaschopnost spermii
a na poskozeni membrany a akrozomu. NejlepSich vysledkl Zivotaschopnosti spermii bylo
dosazeno prvni odbérovy den, kdy bylo naméfeno 42,79 % + 1,29. Naopak nejhorsi vysledky
zivotaschopnosti  byly ziskany ¢tvrty odbérovy den (28,98 % + 0,86). Nejvice bunék
s poskozenou plazmatickou membranou bylo naméfeno tieti odbérovy den (63,33 + 0,98).
Naopak v prvnim odbérovém dni bylo ziskano 44,98 % =+ 1,47 spermii s PMD. Nejveétsi
procentualni zastoupeni bunék s poskozenym akrozomem bylo zjisténo ¢tvrty odbérovy den
(10,19 % =+ 0,22). NejnizSich hodnot poskozeni bylo dosazeno tieti odbérovy den
(0,25 % + 0,22). Tyto vysledky naznacuji, ze odbérovy den ma vliv na kvalitu inseminacni
davky.

Pro kryokonzervaci ejakulatu dribeze dosud nebyla vyvinuta zadna standardizovana
fedidla, proto jsou vyuzivana fedidla pro kratkodobé skladovani obohacena o rizna
kryoprotektiva a antioxida¢ni latky. Obecné nejlepSich vysledkt funkénich parametrt spermii
po rozmrazeni bylo dosazeno s ptidavkem glycerolu (Abouelezz et al. 2015; Zong et al. 2022).
Glycerol ma paradoxné silny antikoncepcni ucinek v reprodukénim traktu slepice a znacné
snizuje pravdépodobnost oplodnéni (Donoghue & Wishart 2000). Refenim miZe byt
mechanické odstranéni glycerolu pfed inseminaci, coz mize byt ekonomicky narocné, tézko
aplikované v bézné chovatelské praxi a zpusobovat poskozeni bun€k. Proto je snaha najit
ucinnou kryoprotektivni alternativu. U dribeze jsou nejCastéji vyuzivanymi prostupujicimi
kryoprotektivy dimethylsulfidoxid (Rakha et al. 2018), dimethylacetamid (Madeddu et al.
2016), N-methylacetamid (Sasaki et al. 2010) a ethylenglykol (Svoradova et al. 2021).
Z neprostupnych kryoprotektiv 1ze zminit napt. trehalosu (Thananurak et al. 2020).

Zaniboni et al. (2022) porovnavali vliv pifidavka DMA a NMA na kvalitu a plodnost
kohoutich spermii. NMA i DMA vykazovaly podobny pozitivni ucinek na kvalitu spermatu,
plodnost vsak byla lepsi s pouzitim NMA o koncentraci 2 %. Mosca et al. (2019) porovnaval
NMA a DMA v koncentracich 6 % a 9 %. LepSich vysledki in vitro hodnocenych parametru
spermii dosahl s DMA v koncentraci 6 %. Navzdory tomu lepsi fertilizani schopnosti dosahl
s NMA v obou variantach koncentrace. Abouelezz (2015) dodava, ze DMA ma velmi skodlivy
ucinek na integritu akrozomu. VSechny tfi studie (Abouelezz 2015; Mosca et al. 2019; Zaniboni
et al. 2022) zaroven naléhaji na snizeni koncentraci vzhledem k specifickym toxickym ucinkiim
kryoprotektiv na integritu a plodnost spermatu a vyvoj embrya. V naSem experimentu byla
zvolena jako kryoprotektivni latka NMA o 9 % koncentraci na zaklad¢ predbéznych vysledkt
a na zéaklade¢ Sasaki et al. (2010).

Dal§im faktorem, ktery ma vliv na kvalitu inseminacni davky je pomér fedéni spermatu.
Spravné zvoleny pomér fedéni muze optimalizovat koncentraci a minimalizovat negativni
ucinky kryokonzervace. Pro kryokonzervaci dribeziho spermatu se obvykle doporucuje pomér
fedéni 1:1 az 1:4 (Zong et al. 2023). Redéni v poméru 1:1 bylo doporugeno ve studiich
Blesbois et al. (2008), Sasaki et al. (2010) a Blanch et al. (2014). Redéni 1:1 bylo v nasem
experimentu vyuzito jako prediedéni. Nasledné druhé fedéni bylo na pozadovanou koncentraci.

Rychlost mrazeni predstavuje dalsi faktor, kterym lze ovlivnit kvalitu ID. U kohoutt
se obvykle jednd o pomalé mrazeni. Pejety s ejakulatem doplnénym o vybrané tedidlo
a kryoprotektivum jsou polozeny vodorovné v parach tekutého dusiku (5 cm nad hladinou)
podobu 15 minut (-125 az -130 °C) a nasledné¢ ponofeny do tekutého dusiku
(Svoradova et al. 2021). Madeddu et al. (2016), ktery porovnaval vySku mrazeni v parach
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tekutého dusiku od 1 do 10 cm, doporucuje pro zachovani optimalni zivotaschopnosti volit
vySku od 1 do 5 cm. V kombinaci s pfidavkem 11 % glycerolu doporucuje studie
Wu et al. (2020) mrazeni ve vysce 6 cm nad hladinou tekutého dusiku.

Diskutovanym tématem je i zplisob rozmrazeni inseminacnich davek. Miranda et al. (2017)
doporucuji  rozmrazovani inseminacnich davek pifi teplot¢ S5 °C. Ve studii
Murugesan & Mahapatra (2020) byly pozorovany vyrazn€ lepsi parametry spermii
po rozmrazeni pii teplot€ 37 °C nez pii 5 °C. Rozdilny vysledek téchto dvou studii mize byt
vysvétlen pouzitim jinych kryoprotektivnich latek.

Hlavni hypotézou prace byl predpoklad, Zze pridavek modifikovanych fedidel
pro kryokonzervaci pohlavnich bun€k pozitivné ovlivni motilitu a zivotaschopnost spermii
v inseminacnich davkach po rozmrazeni. Tato hypotéza nemohla byt jednoznacné potvrzena
ani vyvracena, protoze na kvalitu inseminacni davky pisobi mnoho faktort vCetné individualita
jedince, odbérovy den, pomér fedéni, pouzité kryoprotektivum a zptisob mrazeni a rozmrazeni.
Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno s fedidly Raptac® a Poultry Media® s piidavkem 9 % NMA.
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8 Zavér

Ceska zlata kropenata slepice je jedinym pavodnim &eskym plemenem driibeze
zatazenym do genovych zdroji. Tento druh je zaroveni soucasti zachranného programu.
Z tohoto divodu je zasadni zajistit dostate¢nou genetickou diverzitu. K tomuto tcelu se nabizi
vyuziti reprodukcnich technologii, zejména uméla inseminace a kryokonzervace inseminacnich
davek. V souCasné dob€ bohuzel neexistuje standardizovany postup pro kryokonzervaci
spermatu kohoutd.

Cilem diplomové prace bylo porovnat vliv riznych typu fedidel na kvalitu inseminacni
davky. V experimentu byl zkouman vliv tfi riznych komerénich fedidel (PoultryMedia®,
Raptac® a NeXcell®). U vzorks byla hodnocena celkova motilita, Zivotaschopnost spermii,
poskozeni plazmatické membrany a poskozeni akrozomu bunék po rozmrazeni. Tyto parametry
poskytuji komplexni pohled na vlastnosti spermii a umoziiuji objektivni hodnoceni G¢innosti
vybranych fedidel. Jsou klicové pro posouzeni celkové kvality inseminacni davky.
Pro vyhodnoceni vybranych parametra byla pouzita mCASA a prutokovy cytometr.

Inseminaéni davky doplnéné o fedidla Poultry Media®™ a Raptac® dosahovaly nejlepsich
vysledkt celkové motility a zivotaschopnosti, pfiCemz mezi témito fedidly nebyl pozorovan
statisticky pritkazny rozdil. Naopak, u fedidla NeXcell® byly zaznamenany nejvy$§i hodnoty
poskozeni plazmatické membrany.

Pro dosaZzeni uspésné kryokonzervace spermatu kohoutl je nezbytné zaméfit se
na optimalizaci kryokonzervacnich protokolu a vyvinuti efektivniho fedidla. Budouci vyzkum
by mél smétovat k nalezeni idealniho kryoprotektiva a stanoveni jeho optimalni koncentrace.
Zaroven je dulezité nadale testovat dalsi aditiva do fedidel, naptiklad antioxidanty, pro snizeni
oxidacniho stresu a zlepSeni kvality spermii po rozmrazeni. Sestaveni funkcniho protokolu
veetné vytvoreni efektivnich fedidel by mohlo vést k vyraznému zlepSeni uspeésnosti umélé
inseminace a prispélo by k udrzeni genetické rozmanitosti v ramci genovych zdroju.
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10 Seznam pouZzitych zkratek a symbolu

ACRD Poskozeni akrozomu

ATP Adenosintrifosfat

DMA Dimethylacetamid

DNA Deoxyribonukleova kyselina
FACS Fluorescenéné aktivovana prutokova cytometrie
FSH Folikulo-stimula¢ni hormon

GSH Glutathion

LDL Proteiny s nizkou hustotou

LH Luteiniza¢ni hormon

LPO Peroxidace lipidd

LSM Metoda nejmensich ¢tverct

MZe Ministerstvo zemedélstvi

NMA N-methylacetamid

OS Oxidativni stres

PMD Poskozeni plazmatické membrany
PMI Zivotaschopnost spermii

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reaktivni formy kysliku

SST Tubuly pro ukladani spermii
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